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論 文 内 容 要 旨
【目的】
がんが成人病の筆頭に挙げられるようになってきた現在,新 たながん治療薬の開発は創薬研究における
最大の課題とされ,医 薬品開発に役立つ有用なリー ド化合物発見の重要性が増 してきている。一方,天 然
由来の生理活性物質は,特 異な化学構造 と作用を有する化合物の宝庫 として注目されてお り,こ れまでに
これらの化合物は薬理学的ツールとして,さ まざまな生命現象を解明するための研究に用いられているば
か りでなく,創 薬研究のリー ド化合物 として応用されてきている。そこで,本 研究においては,天 然生理
活性物質を用いた新たながん細胞増殖抑制物質,特 にアポ トーシス誘導物質の探索 とその作用機序につい
て解析を行った。
【結果及び考察】
まず,Ll210細 胞 を用いて天然界か らアポ トーシス誘導物質の探 索 を行 った。36種 の天 然生理活性物 質
につい て,L1210細 胞 におけるアポ トー シス誘導作 用 を,MTT法 お よびDNAラ ダー法 に よって検討 した
ところ,9種 の化 合物 におい て顕著 な作用が認 め られた。その中で も,真 菌由来生理活性物質 のICIO1が
低濃度 においてその活性 を示す ことを見 出 したため,こ の誘導作用 について詳細 に解析 した。
IC101は1nMか ら有意 に,そ して用量依存 的 に細胞死 を誘導 し,そ のEC,。値 は約20nMで あった。本化
合物で処理 したL1210細 胞 にお いて,典 型 的なアポ トー シス の特徴 であるクロマチ ンの凝縮が認 め られ,
これ らの細胞 か ら抽 出 したDNAで は,180bpご との断裂が起 きてお り,ア ポ トー シスの特徴であ るDNA
ラ ダ ー が 確 認 さ れ た 。 さ ら に,caspase-3は ア ポ トー シ ス 刺 激 に よ っ て,他 のcasめaseか ら 断 裂 化 を 受 け て
活性化 す る ことが 知 られてい るため,L1210細 胞 にお ける
ICIO1に よるcaspase-3の 断片化 をウエス タンブロ ッテ ィング
法 によ?て 検討 した ところ,用 量依存的 にcaspase-3の 断片
化が認 め られた。 これ らの結果か ら,IC!01は アポ トー シス
を誘導 しているこ とが明 らか になった。
アポ トー シス誘導経路 につ いて ウエ ス タンブロ ッテ ィン
グ法に よって検討 した ところ,IC101を 処理する ことによ り,
細胞 生存経路 の主要分子 であるAktの リン酸化が用量依存的
に抑 制 され ているのが確 認 され た。 しか し,IC101はAktの







を与 えない こ とが 明 らか になった。 この こ とか ら,IC!01はPI3一 キナーゼ非依存 的 にAktの 活性 を抑制す
ること,す なわち他のAkt関 連 タンパ クに影響 を与 えている ことが示唆 された。
そ こで,ICIOIに よる他 の タンパ クへ の影響 を,抗 ホスホチ ロシ ン抗体 を用 いたウエ ス タンブロ ッテ ィ
ング法に よって検討 した。その結果,IC!01用 量依存 的に,分 子 シャペ ロンである90kDaheatshockprotein
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(HSP90)の 脱 リン酸化 が起 きている ことが確 認 された。HSP90は 自己 リ ン酸化 をす るタ ンパ クであ り,
特異 的 なHSP90阻 害薬 で あるnovobiocinが そ の 自己 リ ン酸 化 を抑制 す るこ とが知 られてい る。 そ こで,
IC101に よるHSP90自 己 リン酸化 に対す る影響 につい て検:討したところ,用 量依存 的にHSP90の 自己 リ ン
酸化抑制作 用が認 め られた。 この効力 は,novobiocinに 比べ て10,000倍 以上 であった。HSP90は,細 胞内
においてAktと 結合す ることによ り,ホ スファターゼ によるAktの 脱 リン酸化 を抑 制 し,Aktを 活性化状態
に保持 す る作 用 を有す るこ とが報告 されてい る。そ こで,ICIO1に よるHSP90とAktの 結合 について,免
疫沈 降法 を用 いて検討 した。その結 果,ICIO1用 量依存 的にAktの 共沈が減少 してい くこ とが認め られ た。
この ことか ら,ICIO1はHSP90とAktの 結 合 を阻害す る こ とが示 唆 され た。HSP90-Aktの 結合 に対 し,
HSP90の リ ン酸 化が どの ように影響 す るか を検討 す るた め に,チ ロシ ンポス フ ァターゼ 阻害 薬 であ る
Na3VO、 を用 いて検:討した。 この試薬 を処理する ことに より,ICIOl存 在下 において もHSP90とAktの 結合
が保持 され ることが確 認 され た。 また,ICIO1が 宜SP90に 直接作用 するか どうか を表 面 プラズモ ン共鳴
(SPR)法 を用い て検討 した ところ,用 量依存 的 にSPRの シグナルが変化 してい るこ とが確認 された。 こ
の ことか ら,IC101はHSP90に 直接作用す ることが示 唆 された。 さらに,HSP90はATP結 合サ イ トを有 し
ているこ とが知 られてい るため,ATPに よるHSP90の 共鳴角変化 お よびそれに対す るICIO1の 影響 をSPR
測定法 に よって検討 した。ATP用 量依存的 にSPRの シグナルが変化 し,そ の共鳴角 変化 がIC101に よって
用量依存的 に抑 制 される ことが確認 された。
これ らの結果か ら,IC101はHSP90のATP作 用部位 に作用 する
こ と に よ り,HSP90の リ ン酸 化 作 用 を抑 制 し,そ の 結 果,
HSP90-Aktの 結合抑制 を引 き起 こし,HSP90のAktリ ン酸化保護
を阻害す る こ とに よ り,ア ポ トーシス を誘導 す るこ とが示唆 さ
れた。
次 に,熱 帯産 海綿 由来 のhalenaquinoneが 神経成 長 因子 に よっ
て分化 させ たPC12細 胞 においてアポ トー シス を誘導す る ことを
見 出 した。代表 的 なPI3一キ ナーゼ 阻害 薬で あ るwortmanninは,
α,β一不 飽和 ケ トン とPI3一キナーゼの共有結合 によ り,そ の作用
を発揮 する ことが知 られている。HalenaqUinOneはwOrtmanninと
類似 の部分構造 を有 しているため,PI3一 キナーゼ阻害作用 につい
て検 討 した。そ の結 果,こ の化合物 は用 量依存 的 に,し か も不
可逆 的 にPI3一キナーゼ を阻害す るこ とが明 らか となった。 また,
このC-3位 の カルボニ ル基 を還元す ることによ り,ア ポ トー シス
誘 導 作 用 お よびPI3一 キ ナ ーゼ 阻 害作 用 が 消 失 した こ とか ら,
halenaquinoneの α,β一不飽和 ケ トンがそれ らの作用発現 に重 要 な
























さらに,ア カネ科植物 由来化合物で あるRA-VIIは,ア ポ トー シス誘導作用 は示 さなかった ものの,低
濃度で顕 著 な細 胞増殖抑制作用が認 め られ た。そ こで,こ の化合物 のL1210細 胞 におけ る細胞 周期制御 に
つい て,FACScanを 用 いて検討 した。!0nMのRA-VIIを 処理す るこ とに よ り,G2/M期 の ピー クが増加 し
てい るこ とが確認 された。 また,RA-VII非 処理細 胞で は細胞が平 らにな り分 裂す るが,こ の化合物 を処
理す ることによ り,細 胞体が球形 にな り,細 胞分裂 阻害 の特徴である細胞 の二核化が認め られた。 この こ
とか ら,RA-VIIは 細胞分裂 を阻害す るこ とに より,細 胞周期 をG2/M期 で停止 させ,細 胞増殖 を抑制 して
いる ことが示唆 された。
RA-VIIと 類似 の環構造 をもつphalloidinやjasplakinolideはF一 アクチ ンに結合す るこ とでアクチ ンフ ァイ
バ ー を安定化 させ,細 胞分裂 を抑制す る とともに,細 胞内F一ア クチ ン含量 を増加 させる ことが報告 されて
いる。そ こで,細 胞 内F一アクチ ン含量 に対す る影響 を検:討 したが,RA-VIIを 処理 して も細胞 内のF一アク
チ ン含量 は増加 しなか った。 さらに,こ の化合物 は,G一 アクチ ンの重合 およびF一アクチ ンの脱重合 に も影
響 を与 えなかった。 しか し,fηvf`roで のF一ア クチ ンに対す るphalloidinの 結合 にお けるRA-VIIの 影響 につ
いて検討 した ところ,細 胞 内F一アクチ ン含量 の結果 とは異 な り,RA-VIIを 処理す るこ とに よ り,用 量依
存 的にFITC-phalloidinの 蛍光 量が増 強 され,そ のEC5。値 は0.2μMで あ った。 また,タ ンパ ク内の トリプ
トファンの蛍光 を測定 するこ とに より,タ ンパ ク分子 の構造変化 を解析す るこ とがで きる。そ こで,RA-
VIIに よるFITC-phalloidinの 蛍光量 の変化がF一アクチ ンg)構1造変化 によるものか どうか を検:討す るために,
F一アクチ ン内 トリプ トフ ァンの蛍光量 を測定 した。その結果,F一 アクチ ンの蛍光量がRA-VII用 量依存的 に
減少 した。 さらに,SPRを 用 いて,F一 アクチ ンとRA-VIIの 相 互作用 につい て検討 した ところ,RA-VIIは
SPRの シグナルを用量依存 的 に変化 させ た。 これ らの結果 か ら,RA-VIIはFア クチ ンの構i造変化 を引 き
起 こ し,F一 アクチ ンに結合す るphalloidinの 量 を増加 させ ることが示唆 された。
以上 の結 果か ら,RA-VIIはF一 ア クチ ンに結合す るこ とに よ りその構i造変化 を引 き起 こ し,ア クチ ンフ
ィラメン トを安定化 させ るこ とで細胞分裂 を阻害 し,細 胞周期 をG2期 で停止 させる ことが示唆 された。
以上の ように,こ れ ら3種 の天然生理活性物質 はそ れぞれ異 なった作用 メカニ ズムで,が ん細胞 の増殖
を抑制す ることが見 出 された。す なわち,こ れ らの化合物 は,が んの複雑 な制御機構 を解明す る上での有
用 な リー ド化合物 にな り得 る と期待 される。
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審 査 結 果 の 要 旨
がんが成 人病 の筆頭 に挙げ られる ようになって きた現在,新 たなが ん治療薬の開発 は創薬研究 にお ける
最大 の課題 であ る。
藤原博典氏 は,ま ず,Ll210細 胞 を用 いて天然界 か らアポ トーシス誘導物 質の探索 を行 った。その結果,
真菌 由来生理活性物 質のICIO1処 理 したLl210細 胞 において,典 型 的なアポ トー シスの特徴 であ るクロマ
チ ンの凝縮,DNAラ ダーお よびcaspase-3の 断片化が認め られた。IC101は,PI3一 キナーゼには作用 しない
こと,90kDaheatshockprotein(HSP90)の 脱 リン酸化 を起す こと,ま た,HSP90-Aktに 対す るATPの 結合
を非競合的 に抑制す ることを明 らか に した。 これ に加 え,ICIO1はHSP90に 直接作用す ることによ りATP
の結合 を阻害 し,そ の機能 を抑 制 してHSP90とAktの 結合 を阻害す るこ とが確認 された。 これらの結果 と
HSP90の 自己 リン酸化 が抑制 されるこ とを考 え併 せる と,IC101はHSP90のATP作 用部位 に作 用す ること
によ り,HSP90の リン酸化作用 を抑制 し,そ の結果HSP90のAktリ ン酸化保護 を阻害す ることによ り,ア
ポ トー シス を誘導す るこ とが明 らかにされた。
次 に,藤 原氏 は熱帯 産海綿 由来のhalenaquinoneがPC12細 胞 のアポ トー シス を誘導す る ことを見 出 した。
Halenaquinoneは 代 表的なPI3一キナーゼ阻害薬 であるwortmanninと 類似の部分構造 を有 しているため,PI3一
キナーゼ阻害作 用 について検討 した。 その結果,こ の化合物 は不可逆 的にPI3一キ ナーゼ を阻害す ることが
明 らか とな った。 また,こ のC-3位 の カルボニ ル基 を還元す ることによ り,ア ポ トー シス誘導作用 お よび
PI3一キナーゼ阻害作 用が消失 したこ とか ら,halenaquinoneの α,β一不飽和 ケ トンがそれ らの作用発現 に重
要な役割 を果 た してい ることが示唆 された。
さらに,藤 原氏 はアカネ科植物 由来化合物 であ るRA-VIIが,低 濃度 で顕著 な細胞 増殖抑制作用 を示 す
ことを発見 した。L1210細 胞 をRA-VIIで 処理す る と,G2/M期 の ピー クが増加 す るこ と,ま た細胞体 が球
体 にな り,二 核 化が認め られた。 これ らの事実 は,,RA-VII細 胞周期 をG2/M期 で停止 させ,細 胞増殖 を抑
制 しているこ とを示す ものであ る。興味深 いこ とに,RA-VIIを 処理す るこ とによ り,FITC-phalloidinの 蛍
光量が増強 され ること,ま たF一ア クチ ン内 トリプ トファンの蛍光量 が減少す ること,さ らにF一アクチ ンの
構i造変化 を引 き起 こ し,そ れに結合す るphalloidinの 量 を増加 させ るこ とが 明 らかに された。以上 の結果
か ら,藤 原氏 はRA-VIIはF一 ア クチ ンに結合 す ることによ り,そ の構造変化 を引 き起 こ し,ア クチ ンフィ
ラメ ン トを安定化 させ るこ とで細胞分裂 を阻害 し,細 胞周期 をG2期 で停止 させ ることを明確 に した。
以上 の ように,こ れ ら3種 の天 然生理活性物 質は,抗 が ん薬 の開発 のための リー ド化合物 として注 目さ
れ,ま たが んの複雑 な制御機構 を解明する上 で有用 なリー ド化合物 にな り得 ると期待 される。
よって,本 論文は博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認める。
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